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	背景知识简介

（或训练内容）

	NUAK1又称AMPK-related protein kinase 5（ARK5），是2003年由Suzuki等发现的AMPK亚家族的成员，该蛋白分子量为74kD，对SAMS peptide等具有激酶活性，其催化结构域的氨基酸序列与NUAK2（又称SNARK）的同源性为84％[6]。NUAK1最初被认为与PI3K/Akt通路有关，在营养物质匮乏等胁迫状态下，Akt对NUAK1 Ser600的磷酸化可以激活该酶，然后可以磷酸化caspase-8和caspase-6等因子，引发抗凋亡效应；在营养和能量匮乏的情况下，活化的NUAK1也可以磷酸化激活ATM（共济失调性毛细血管扩张症突变基因ataxiatelangiectasia mutated），进而活化p53蛋白，上述通路也存在于DNA损伤等胁迫中，因此NUAK1是与胁迫条件下细胞生存和肿瘤细胞存活有关的因子[6]。作为Akt的下游信号因子，NUAK1也被认为是肿瘤转移和侵润相关蛋白，但其作用似乎与癌细胞的类型有关[8,9]。此外，类似于AMPK，NUAK1可以通过磷酸化ACC而调节脂类代谢[10]。也有研究表明在IGF-1（类胰岛素生长因子1）信号通路中NDR2（又称Serine and Threonine Kinase 38L）可通过磷酸化激活NUAK1，促进肿瘤细胞的存活与侵润[11]。

而2004年Lizcano等的研究发现：AMPK亚家族中的NUAK1、 NUAK2等12种AMPK相关激酶（AMPK-related kinase）均为LKB1的底物，可以被LKB1磷酸化而激活。与Akt对NUAK1的磷酸化位点不同，LKB1对NUAK1的磷酸化位点为T-Loop内的苏氨酸（Thr211），该位点的磷酸化可显著提高其活性[5]。研究人员因此推测，AMPK相关激酶可能介导了原来认为是由LKB1引起的一些细胞生理现象。

由于上游因子LKB1是重要的抑癌蛋白，AMPK相关激酶的一些成员本身也可能是抑癌因子[4,5]。那么NUAK1是否有可能具有双（多）重角色？一方面是LKB1的下游因子，另一方面位于Akt下游而在某些条件下抑制细胞凋亡？其实LKB1本身就具有双重甚至多重角色，一方面LKB1是抑癌因子，而另一方面lkb1-/-的细胞对引起AMP提高的细胞凋亡诱导因子却极为敏感，这与LKB1/AMPK的代谢调节功能及其介导的能量胁迫下的细胞生存有关[12]。

目前已知p53蛋白Ser15和Ser392的磷酸化依赖于LKB1，LKB1借此调控p53的稳定性并可导致细胞周期的G1期阻滞，但对于该调控是否需由AMPK或NUAK1等其它AMPK相关激酶的成员介导尚不清楚[13-16]；已知AMPK参与介导了LKB1信号通路与TSC1/TSC2-mTOR通路的交谈（Cross talk），因此可以调控细胞生长[17,18]，但对于同为LKB1激酶底物的NUAK1或其它AMPK相关激酶是否也可以介导该调控过程尚未见报道。

	现有研究基础


	我们在前期研究中有以下四点重要发现：

（1） 体外实验中，重组的His-NUAK1可以直接磷酸化重组的p53和tuberin（tuberin为TSC1/TSC2-mTOR通路中的TSC2基因产物）；
（2） 在细胞内，LKB1可显著提高NUAK1的激酶活性；

（3） 转染LKB1的HeLa细胞中，p53的磷酸化水平也显著提高；

（4） 使用NUAK1抗体免疫共沉淀后，在复合物中检测到p53和tuberin的存在；

上述结果提示：NUAK1可能具有新的“身份”，即除了参与Akt信号通路外，NUAK1可能也是LKB1信号通路的重要成员，可能介导LKB1对p53的调控及与TSC1/TSC2-mTOR通路的交谈，从而参与细胞周期调控，并通过控制蛋白质翻译调控细胞生长和增殖。目前国内外针对NUAK1的功能研究很少，尚未有NUAK1具有上述功能的报道。

基于上述论证，本项目拟研究NUAK1参与LKB1信号通路的分子机制，以验证我们在前期研究中提出的假说。主要研究内容集中于：从分子水平、细胞水平和个体水平探讨在LKB1的调控下NUAK1与p53和tuberin是否有直接相互作用及如何调控这两个因子；对它们的下游因子有何影响及其细胞生物学意义。

	研究摘要

	NUAK1是LKB1激酶底物之一，但其在LKB1相关信号通路中的功能尚无报道。我们在前期研究中发现：经LKB1激活的NUAK1可直接磷酸化p53和tuberin，且在NUAK1的免疫共沉淀复合物中检测到p53和tuberin。因此提出“NUAK1可能参与LKB1相关信号通路并介导其多种生物学功能”的假说，围绕NUAK1在信号转导中的新功能展开研究。拟采用in vitro和in vivo蛋白磷酸化检测、RNAi、染色质免疫沉淀、流式细胞技术、7-methyl GTP pulldown等现代分子细胞生物学技术解决以下问题：在LKB1的调控下NUAK1与p53和tuberin是否有直接相互作用及如何调控这两个因子？对它们的下游因子有何影响及其细胞生物学意义？从而揭示NUAK1参与LKB1相关信号通路、调控细胞生长与增殖的分子机制，深入了解LKB1/NUAK1的抑癌机理。

	进度计划

	2008年6～12月

研究LKB1/NUAK1调控p53的机制。
2009年1～12月

研究LKB1/NUAK1调控TSC1/TSC2-mTOR通路的机制。
2010年1～12月

从个体水平探讨LKB1/NUAK1对p53的调控以及与TSC1/TSC2-mTOR通路的交谈。

	预期成果形式
	发表1篇SCI论文或2篇C类论文


	项目来源说明
	如说明已获资助或正在申请中的项目名称、时间和经费
1. 抑癌因子LKB1和PTEN的相互作用研究（NJC07017），内蒙古自治区高等学校科学研究项目，2008-2010，负责制定项目实施方案和解决技术难题。

2. LKB1/NUAK1对p53的调控机理研究（项目编号不明），内蒙古大学高层次引进人才科研启动基金项目，2007-2008，负责制定项目实施方案和解决技术难题。
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